临床前肿瘤动物模型作为一种探寻肿瘤发病机制及抗肿瘤药物筛选和评价的有效工具，是肿瘤转化医学研究的重要组成部分。用于肿瘤生物学研究的实验小鼠模型大致可归为两种：通过异种移植将患者原代肿瘤或细胞系移植或注射至免疫缺陷小鼠构建的异种移植模型与运用分子遗传学工具构建的基因工程小鼠模型。上述两种方法均已用于构建骨髓增生异常综合征（MDS）动物模型。

理想的小鼠移植模型能高度模拟患者体内肿瘤微环境，最大程度复制患者肿瘤分子学、基因学和组织学上的异质性，因此相较于基因工程小鼠模型，小鼠移植模型对于研究发病机制、探寻治疗靶点及新药研发等具有更为重要的意义。目前构建MDS小鼠移植模型依然面临诸多问题和挑战，本文将对MDS小鼠移植模型研究进展进行详细阐述，以期为后续模型构建探索提供思路。

一、小鼠MDS的诊断

MDS是一组表型各异的克隆造血干细胞疾病，主要表现为造血功能低下和骨髓形态发育不良[@b1]--[@b3]。MDS患者表型和预后呈高度异质性，进一步增加了预后预测及白血病转化风险评估的难度。三分之一的MDS患者可进展为急性髓系白血病（AML），三分之二的患者可从低风险转换为高风险[@b4]。

造血系统疾病小鼠模型的命名一直存有争议。人类癌症小鼠模型协会血液病理学小组委员会制定了统一描述小鼠造血系统恶性肿瘤的指南（[表1](#t01){ref-type="table"}）[@b5]。大多数符合"血细胞减少伴幼稚细胞增多"标准的恶性肿瘤被归类为急性非淋巴细胞白血病，而并非MDS。满足条件1（血细胞减少）和2B（骨髓幼稚细胞增加）伴随脾肿大和髓外浸润（如浸润至实质组织或外周血存在\>20%幼稚细胞）则称为"急性非淋巴细胞性白血病"，而非MDS。在小鼠骨髓生成障碍的鉴别方面，细胞巨幼变和多核幼红细胞是红系发育不良的标志，这在小鼠和人类中都很相似，但小鼠中鲜有环形铁粒幼红细胞。小巨核细胞、核未分裂及分叶过多的大巨核细胞是小鼠巨核细胞发育异常的标志。中性粒细胞发育不良表现为具备完整核型的伪Pelger-Huët畸形[@b6]和分叶核，与环状核相反。综上，小鼠骨髓生成障碍是很难鉴别的。

###### 小鼠骨髓增生异常综合征的诊断标准[@b5]

  ---------------------------------------------------------------------------------
  1.外周血表现（至少符合一条）
   A.嗜中性粒细胞减少
   B.血小板减少（无白细胞增多或红细胞增多）
   C.贫血（无白细胞增多或血小板增多）
  2.髓系造血细胞成熟缺陷（至少符合一条）
   A.粒细胞、红细胞或巨核细胞生成障碍，伴或不伴非淋巴细胞未成熟形态或幼稚细胞增加
   B.骨髓或脾脏中至少有20%的未成熟或幼稚非淋巴细胞
  3.不符合非淋巴细胞性白血病的标准
  4.评判结果
   若表现符合2A，则称为骨髓增生异常综合征
   若表现符合2B，则称为血细胞减少伴幼稚细胞增多
  ---------------------------------------------------------------------------------

二、MDS小鼠移植模型的探索进展

MDS小鼠移植模型建立方法大致可归为两种：①人源肿瘤细胞系异种移植（cell derived xenograft, CDX），即将体外传代培养的肿瘤细胞接种至免疫缺陷小鼠；②人源肿瘤组织来源移植（patient derived xenograft, PDX），通过将患者肿瘤新鲜组织标本直接移植到免疫缺陷小鼠体内建立。

在细胞系异种移植方面，一些实验室已经尝试从MDS患者中分离出永生化肿瘤细胞系。然而除非通过在宿主中再现MDS，否则这些细胞系不应被视为MDS细胞系，而被视为从MDS患者体内或体外进化而来AML细胞系[@b7]--[@b8]。

在人源肿瘤来源移植瘤模型构建方面，模式动物的选择具有十分重要的意义，目前有越来越多的小鼠宿主可供选择，下面将按照免疫缺陷小鼠类型，对其MDS移植模型构建方法和研究进展进行归纳阐述。

1．非肥胖型糖尿病合并重度联合免疫缺陷小鼠（NOD/SCID）小鼠：NOD/SCID小鼠在缺乏B细胞和T细胞的同时还存在补体和NK细胞活性的缺失，是目前最常用的免疫缺陷移植宿主。Nilsson等[@b9]--[@b10]通过将7例MDS 5q-患者骨髓造血细胞移植入NOD/SCID小鼠体内，重建造血效率低下，并发现患者源性细胞不能在小鼠体内重建淋系和髓系细胞。人们进一步改良小鼠模型构建方法，尝试半致死剂量辐照NOD/SCID小鼠后移植MDS患者骨髓，人为添加或不加人源性细胞因子辅助，流式细胞术显示，与正常供体骨髓相比，MDS细胞出现移植延迟，小鼠MDS嵌合体中存在的人源细胞为患者骨髓中残留的正常细胞，表明NOD/SCID宿主环境不利于克隆MDS前体扩增[@b11]。

2．NOD/SCID-β~2~m^−/−^与NOD/SCID-β~2~m^−/−^-3/GM/SF小鼠：Kerbauy等[@b12]进一步尝试选用缺乏β~2~微球蛋白的NOD/SCID小鼠（NOD/SCID-β~2~m^−/−^）作为宿主进行移植，将7例不同类型MDS患者骨髓同时移植到NOD/SCID-β~2~m^−/−^与表达IL-3、GM-CSF以及干细胞因子（SF）的NOD/SCID-β~2~m^−/−^小鼠（NOD/SCID-β~2~m^−/−^-3/GM/SF）进行对比，发现这两种类型的宿主小鼠移植率无明显差异，患者源性细胞在NOD/SCID-β~2~m^−/−^-3/GM/SF宿主小鼠中含量极低（少于有核细胞的1%），仅1例难治性贫血伴原始细胞增多（RAEBt）患者骨髓移植的动物模型人源细胞含量保持稳定且呈现增长趋势。正常骨髓细胞在IL-3、GM-CSF以及SF的干预下生长分化增强，而MDS细胞的生长分化无增强趋势，并在一定程度上揭示了MDS细胞体内异常分化模式：正常的骨髓细胞最初主要产生红细胞，后主要产生B淋巴细胞，而在MDS骨髓样本则主要产生粒细胞。严格意义上讲，MDS小鼠模型并未建立成功，虽在在4例小鼠模型中鉴定出与患者相同的克隆标志、1例样本中鉴定出再生的8号染色体三体异常的B淋巴细胞和髓样细胞，但患者细胞仅暂时性填充在宿主体内。上述研究表明，患者MDS细胞具有移植至免疫缺陷鼠的能力，或许在一定程度上支持了人类MDS起源于存在基因异常改变的可被移植的多系造血干细胞的观点。

3．NOD/SCID-γ^null^ NOG小鼠：NOD/SCID-γ^null^ NOG小鼠是由C57BL/6J-rc^null^与NOD/SCID小鼠反交而来，其存在IL-2γ受体缺陷[@b13]，小鼠体内无淋巴细胞、NK细胞活性且树突状细胞功能受损。骨髓间充质干细胞（MSC）是造血干细胞龛中的关键成分，具有自我更新和多向分化潜能，具有免疫调节功能，通过细胞间的相互作用及产生细胞因子抑制T细胞的增殖及其免疫反应发挥免疫重建的功能，在正常造血调控中发挥不可替代的作用。为了进一步改良MDS小鼠模型构建方法，Muguruma等[@b14]--[@b15]尝试将MDS低危、高危及伴有骨髓增生异常相关改变的AML（AML-MRC）患者的骨髓在纯化CD34^+^后配合自体/异体MSC联合移植至NOD/SCID-γ^null^ NOG小鼠，发现患者细胞在宿主体内存活的能力很大程度上取决于患者细胞分子学异常，存在一个或者多个基因异常的患者骨髓细胞更容易存活，7号染色体异常可能与移植细胞存活呈正相关。该项研究中，AML-MRC患者小鼠模型是唯一可以稳定传代的模型。其他模型在8\~16周后，宿主体内MDS克隆将逐渐分化为正常细胞。联合自体或者异体骨髓MSC移植并不能提升移植成功率。

4．NSG与NSG-S小鼠：NSG小鼠存在T、B、NK细胞功能，免疫细胞先天缺陷，IL2Rγ无效突变，细胞因子及信号通路缺失[@b16]；NSG-S为NSG基础上表达人源化干细胞因子SCF、IL-3、GM-CSF[@b17]。Pierre选用NSG与NSG-S两种免疫缺陷鼠作为移植宿主对MDS小鼠模型的构建方法进行系统性大样本探索和比对，共移植了38例MDS患者样本（包括低中高危各亚型）。首先比较NSG与NSG-S这两种宿主小鼠的移植成功率，以在小鼠骨髓中检测到\>0.01%人源CD45^+^细胞作为移植成功的标准，半致死剂量辐照（330\~375 cGy）后骨髓腔内注射患者骨髓细胞（CD3^+^T细胞耗竭），并在术后注射CD3单克隆抗体OKT3以最大程度减少移植物抗宿主反应发生，结果显示NSG与NSG-S两组小鼠在移植率上无显著差异[@b18]。该结果被Krevvata等[@b19]进一步证实，5例MDS患者的注射样本均在第6周显示持续移植，然而移植成功率大多较低（\<2%），移植细胞在NSG-S小鼠短暂存活，随着时间的推移其数量并未增加。其次比较各种移植方法对移植成功率的影响，一方面探索患者来源的MSC细胞是否能提高小鼠的移植成功率，结果显示MSC细胞（自体或者异体来源）联合移植对提高移植成功率无显著影响。为了一探究竟，Rouault-Pierre等[@b20]将MSC细胞进行生物荧光标记后注入小鼠宿主体内，人源MSC细胞在一周后消失，该研究解释了为何MSC联合患者骨髓或CD34^+^细胞移植无法获得长期稳定移植；另一方面探索是否增加恶性干细胞/前体细胞剂量能提高移植成功率，结果显示移植小鼠体内人源CD45^+^水平是患者特异的而并非依赖于MDS疾病的WHO分型。

5．MISTRG小鼠：Stephanie团队报道了一种全新细胞因子人源化免疫缺陷MISTRG小鼠[@b21]。MISTRG小鼠在Rag^−/−^，IL2Rγ^−/−^背景下表达人源化M-CSF、IL3/GM-CSF、信号调节蛋白α（Signal-regulatory protein alpha, SIRPα）和促血小板生成素。MISTRG小鼠能极大耐受人类造血干细胞，良好支持人类淋系和髓系单核细胞系重建[@b22]--[@b23]。与此同时该研究对移植方法进行改良，同时富集和筛除患者样本中的CD34^+^细胞CD3^+^ T细胞，在移植前对移植样本进行OKT3孵育等。该模型可增加低高危各型MDS患者的移植率，增加移植细胞数量可提升MISTRG小鼠的移植率。85%的MISTRG小鼠宿主体内人源性细胞\>1%，53%的MISTRG小鼠宿主体内人源细胞\>10%。该团队还首次揭示了重要的MDS衍生红细胞和巨核细胞生成。MISTRG小鼠能够稳定表达原代患者骨髓克隆和谱系特征，更为重要的是，MISTRG小鼠可实现从一代传到多代的异种移植，以多谱系的形式再现患者核型畸形形态，包括红细胞和巨核细胞生成，稳定地保留了MDS亚型的特点。

MISTRG小鼠内源性鼠基因座表达关键的非交叉反应的人类细胞因子，实现了人类细胞因子在时间和空间上的生理表达。小鼠细胞因子的缺乏进一步为人源性造血提供优势[@b24]，协同促进患者源性造血干细胞（HSC）在小鼠生态位中的竞争力。同时MISTRG模型还表达人源SIRPα[@b25]，SIRPα的多样性是造血干细胞移植的关键[@b26]。SIRPα通过与CD47相互作用抑制下游通路活化，抑制SIRPα-CD47对多种肿瘤有治疗效果[@b27]。

三、MDS小鼠移植模型构建的思考

基因工程小鼠模型通过人为引入致癌基因或敲除抑癌基因来实现自发或诱导生成肿瘤，诸如NUP98-HOXD13转基因小鼠，可实现小鼠产生外周血减少、造血功能不全、凋亡增加并进展为AML等临床表现[@b6]。基因工程小鼠可对一个或多个致病基因的实现精准操纵，但其应用价值往往局限于研究特定关键基因对肿瘤发生发展的关系，很难反应肿瘤的原始特性、基因表型多样性和复杂性，不能完全代表相应疾病模型。MDS患者存在显著分子学、基因学和组织学异质性，理想的小鼠移植模型能高度模拟患者体内肿瘤微环境，最大程度复制患者肿瘤分子学、基因学和组织学上的异质性。因此相较于基因工程模型，小鼠移植模型对于深入研究疾病生物学和新药治疗反应的临床前研究更为重要。

稳定小鼠宿主体内患者源性HSC并维持其功能是目前MDS小鼠移植模型构建的核心关键。目前MDS小鼠移植模型只能部分还原MDS患者遗传和表观遗传复杂性[@b28]--[@b29]，但由于移植样本中残存正常造血组分的优势生长，MDS细胞存留期短暂，移植效率、移植水平低等问题，仅有一小部分样本可以成功移植。借鉴AML[@b30]和其他髓系肿瘤[@b31]移植模型构建经验，使用表达人源化细胞因子的宿主小鼠NSG-S，联合MSC移植[@b32]在MDS移植模型中对移植率提升的帮助有限[@b33]--[@b34]。

四、展望

MDS动物模型的构建面临诸多问题和挑战，探索之路依然漫长，我们可从其他角度为MDS模型构建寻找新思路。Pierre开发了一个体外二维（2D）共培养系统，模拟体内骨髓环境使MDS克隆可在体外扩增，同时利用二代测序技术检测单核苷酸多态性以进一步验证该培养体系的稳定性，结果证明了该体外共培养系统可维持MDS患者骨髓基因组景观。近年来，在AML研究领域，已有使用三维（3D）系统培养原代样本的报道[@b35]--[@b36]，该方法可能在研究MSC对MDS克隆作用中有好的应用前景。
